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Verfahren zur Messung der Konzentration oder Konzentrations- 
anderung einer redoxaktiven Substanz und zugehOrige Vorrich- 
5 tung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein elektrochemisches Messver- 
fahren zur Messung der Konzentration oder KonzentrationsSnde- 
rung einer redoxaktiven Substanz. Daneben bezieht sich die 
10 Erfindung auch auf eine zugehSrige Vorrichtung zur Durchfiih- 
rung des Messverfahrens mit einem elektrochemischen Transdu- 
cer-Array . 

Amperometrische Sensoren basieren auf dem einfachen Prinzip, 
15 dass reduzierbare oder oxidierbare Substanzen durch Anlegen 
sines entsprechenden Potenzials an einer Elektrode umgesetzt 
werden konnen. Der dabed flieJJende so genannte Faraday ''sche 
Strom ist ein MaB fiar die Konzentration dieser Substanz. Die- 
ser Strom kann jedoch nicht direkt nach Anlegen des Potenzi- 
20 als gemessen werden, da zunSchst vor allem ein hoher kapazi- 
tiver Strom flieBt. Dieser wird durch die Umladung der Dop- 
pelschicht der Elektrode verursacht. Er klingt exponentiell 
mit der Zeit ab. 

25 Der Faraday ^sche Strom verringert sich ebenfalls mit der 

Zeit, da durch den Umsatz von Svibstanz eine Verarmung vor der 
Elektrode stattfindet. Die Nachlief erung von Svibstanz aus der 
Losung zur Elektrode findet bei nicht geriihrten, also nicht 
konvektiven Systemen, allein durch die Diffusion statt. Es 

30 stellen sich in der Losung Konzentrationsprof ile ein. Bei ge- 
niagend positiven (Oxidation) bzw. negativen (Reduktion) Po- 
tenzialen gilt fiir die Zeitabhangigkeit des Stromes die 
Cot rell-Gleichung . 

I = nFA^c„, s (1) 
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Dabei bedeuten: 

n: Zahl der Elektronen pro Formelumsatz 
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F : Faraday-Kons tante 

A: Flache der Elektrode 

D: Dif fusionskoeff izient 

c : Konzentration der umzusetzenden Substanz in der Losung 

5 s: Ausdehnung des Elektrolytraiams vor der Elektrode 

Gleichung (1) beinhaltet, dass der Faradaysche Strom mit der 
reziproken Quadratwurzel aus der Zeit abnimmt, also langsamer 
als der kapazitive Strom. Einige Zeit nach der Veranderung 
10 des Potenzials wird der Strom daher hauptsachlich vom Fara- 
dayschen Strom bestimmt. Fiir jedes System gilt es, einen 
Zeitpunkt zu finden, bei dem der kapazitive Strom gering ist, 
der Faradaysche Strom jedoch noch moglichst hoch. 

15 Eine Moglichkeit zur Bestimmung sehr kleiner Konzentrationen 
(10"^° mol/1) ist die voltammetrische Stripping-Analyse . Dabei 
wird durch Anlegen eines geeigneten Potenzials die zu bestim- 
mende Svibstanz zunachst an der der Elektrode angereichert . In 
einem zweiten Schritt wird dann die Sxobstanzmenge auf der 

20 Elektrode bestimmt [W. Buchberger, Elektrochemische Analyse- 
verfahren, Heidelberg Berlin: Spektrum Akademischer Verlag 
1998 und DE 44 24 355] . Dieses Verfahren ermSglicht auf Grund 
der zwei Verfahrensschritte keine zeitliche Auf losung. Kon- 
zentrationsanderungen konnen damit nicht oder nur sehr lang- 

25 sam verfolgt werden. 

Ein weiteres analytisches Standardverf ahren zur Bestimmung 
sehr kleiner Konzentrationen ist die Polarographie [Rach u. 
Seller, Polarographie u. Voltaraetrie in der Spurenanalytik, 

30 Heidelberg: Hiithig 1984]. Hier werden mit geeigneten Pulsver- 
f ahren und unter Verwendung einer sog. "Dropping Mercury 
Elektrode" (DME) Konzentrationen in der Grofienordnung 
10~^ mol/1 messbar- Bei der DME macht man sich u. a. zunutze, 
dass jeder Quecksilbertropfen neu in die LOsung eintaucht und 

35 dort wieder die Konzentration c„ vorfindet. Bei einer stati- 
schen Elektrode ist dies jedoch nicht der Fall. Nach jeder 
Messung mtisste man so lange warten bis das. Konzentrationspro- 
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fil durch den Dif fusionsprozess relaxiert ist. Je nach GroBe 
des Dif fusionskoeffizienten kann dieser Vorgangr wenn nicht 
geruhrt wird^ etliche Sekunden in Ansprnch nehmen. Ist die 
Wartezeit nicht lang genug, so wird der Strom von Messung zu 
5 Messung abnehmen, da die Anf angskonzentration vor der Elek- 
trode sinkt- 

Bei einigen Anwendungen kann es aber erforderlich sein^ in 
schneller Abfolge die Konzentration zu bestimmen,. wenn zum 
10 Beispiel eine Konzentrationsanderung beobachtet werden soil, 
Ein mogliches Einsatzgebiet ist die Verfolgung der enzymati- 
schen Bildung eines Mediators in molekularbiologischen Detek- 
tionssystemen . 

15 Bei biochemischen Sensoren werden molekulare Erkennungssyste- 
m&r z- Haptene^. Antigene oder Antikorper^ auf oder in der 
Nahe der Elektroden platzieren. Das Zielmolekul bindet daran 
und wird entweder direkt oder tiber Zwischenschritte mit einem 
Enzymlabel versehen. Wird nun das entsprechende Enzymsubstrat 

20 zugegeben, setzt das Enzym eine Substanz frei, die detektiert 
werden kann. Dies geschieht entweder optisch oder elektroche- 
misch. Es handelt sich hier um den so genannten ELISA-Test 
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) . Auf ahnlichem Weg las- 
sen sich auch DNA-Analyseverf ahren durchfiihren. 

25 

Bei der elektrochemischen Detektion ist es vorteilhaft nicht 
nur die absolute Konzentration der als "Mediators" bezeichne- 
ten MessgroBe ftir die vorstehend angegebenen elektrochemi- 
schen Umsetzungen zu erf as sen, sondern die Anderung, insbe- 

30 sondere die Zunahme der Konzentration wahrend weniger Sekun- 
den zu bestimmen. Dadurch wird der Einfluss unterschiedlicher 
Zustande des biochemischen Systems zu Beginn der Messung eli- 
miniert. Die zeitliche Auflosung einer solchen Messung muss 
dabei 1 bis 2 Hz betragen^ um technisch und wirtschaftlich 

35 sinnvoll zu sein. 
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Speziell bei redoxaktiven Substahzen kann bisher unter Ver- 
wendung von Interdigitalelektroden das so genannte Redoxcyc- 
ling eingesetzt werden. Dabei wird ausgenutzt^ djass die an 
einer Elektrode oxidierte Substanz an der zweiten Elektrode 
5 wieder reduziert werden kann. Die Elektroden werden dabei 

konstant auf das Oxidations- bzw. Reduktionspotenzial einge- 
stellt. Dazu werden die beiden Interdigitalelektroden mit 
kammerartig ineinandergreifenden Elektrodenf ingern zusainmen 
mit der Referenzelektrode und einer Gegenelektrode an einen 
10 Bipotentiostaten angeschlossen. [O.Niwa^ M. Morita H. Tabei, 
Anal. Chem. 62 (1991), 447-452 und DE 43 18 519 Al] . 

Eine Vorraussetzung fiir das Redoxcycling ist, dass der Ab- 
stand zwischen den Elektroden^. d.h. der einander zugeordneten 

15 Elektrodenf inger der Interdigitalelektroden^ in der Grofien- 
ordnung der Dif fusionsschichtdicke^ also im Bereich weniger 
piH/ liegt. Auf Grund der Konzentrationsprof ile geht in den 
gemessenen Strom neben der Konzentration und dem Diffusions- 
koef fizienten die Zahl der Elektrodenf inger und deren Lange 

20 ein [K. Aoki, J. Electroanal. Chem,. 270 (1989), 35]. Daraus 

ergibt sich, dass die erf orderlichen Strukturen sehr fein und 
aufwandig in der Herstellung sein mussen. 

Die Monographie "^^Electrochemical Methods, Fundamentals and 
25 Applications John Wiley & Sons, 1980 liefert einen allge- 
meinen Uberblick uber die elektrochemische Messtechnik. Wei- 
tere Hinweise zur Messung speziell an Flussigkeiten oder auch 
fiir biochemische Messungen werden in der DE 43 35 241 Al, in 
der DE 41 31 731 Al, in der DE 197 17 809 Ul und in der 
30 DE 199 17 052 Al gegeben. Ein Verfahren zur elektrochemischen 
Messung des Redoxcyclings mit einer praxisgerechten Elektro- 
denanordnung ist im Einzelnen in der WO 01/67587 Al beschrie- 
ben. 

35 Ausgehend von letzterem Stand der Technik ist es Aufgabe der 
Erfindung, ein Verfahren vorzuschlagen^ bei dem die Bestim- 
mung von Konzentrationen einer redoxaktiven Substanz in pM- 



4 



wo 2005/073708 PCT/EP2005/050333 



Konzentrationen an flachigen Elektroden mit Dur chines sern 
^ 30 pm, vorzugsweise ^ 50 pm^ moglich ist. Dabei soil das 
System nicht konvektiv sein^ also weder Elektrode noch Losung 
geriihrt bzw. bewegt werden und die Messfrequenz ^ 1 Hz betra- 
5 gen- Daneben soli eine zugehorige Messvorrichtung geschaffen 
werden . 

Die Aufgabe ist erf indungsgemafi bei einem Verfahren der ein- 
gangs genannten Art durch die Maflnahmen des Patentanspruches 
10 1 gelost. Eine zugehorige Messvorrichtung ist im Patentan- 
spruch 11 angegeben. Weiterbildungen des erf indungsgemaJien 
Verfahrens und der zugehorigen Messvorrichtung sind Gegen- 
stand der abhangigen Anspruche. 

15 Es wird vorgeschlagen, das Potenzial der Arbeitselektrode in 
an sich bekannter Weise zu pulsen. Bei der Erfindung werden 
aber nun abwechselnd Messphasen sowie Relaxationsphasen ge- 
bildet^ wobei die Messphasen-PulslSngen so gewahlt werden^ 
dass gegen Ende des Pulses der kapazitive Strom klein gegen- 

20 liber dem Faraday' schen Strom ist und wobei die Relaxations- 

phasen-Pulslangen so gewahlt werden,. dass gegen Ende des Pul- 
ses der Konzentrationsgradient relaxiert ist, so dass zu Be- 
ginn der folgenden Messphase die Konzentrationsanderung des 
Mediators, verursacht durch den Verbrauch des Mediators durch 

25 die Messung selbst, weitestgehend riickgangig gemacht wird. 
Daiuit bildet der am Ende der Messphase gemessene Strom ein 
signif ikantes Messsignal. 

Gemafi der Erfindung erfolgt die schnelle Messung der Konzen- 
30 tration und insbesondere der Konzentrationsanderung eines Me- 
diators in molekularbiologischen Detektionssysteraen mittels 
der elektrochemischen Redoxreaktion der enzymatisch gebilde- 
ten redoxaktiven Substanz bei den auf einem Chipband in Ka- 
vernen verankerten Arbeit selektroden durch eine zyklische 
35 Pulsbelastung, wobei der nach Abklingen der Umladung der Dop- 
pelschicht gemessene Strom das Messsignal bildet. 
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Grundlage der Erfindung ist die Erkenntnis, dass durch Ver- 
wendung einer neuen Variante des Redoxcyclings vorteilhafter- 
weise an Elektroden mit Dur chine ss em in der Grofienordnung ei- 
niger 100 ym bis zu 1 cm gemessen werden kann. Koitiplex aufge- 
5 baute Interdigitalelektroden sind nicht mehr notwendig. Nun- 
mehr konnen preisgiinstige Transducer-Arrays verwendet werden^ 
wie sie insbesondere in der Patentanmeldung 

Akt.Z. 10 2004 004 654.9-52 der Anmelderin mit gleicher An- 
meldeprioritat im Einzelnen beschrieben sind. 

10- 

Bei der zugehorigen Messvorrichtung vereinfacht sich der 
Messaufbau gegenuber dem Redoxcycling dahingehend, dass kein 
Bipotentiostat benotigt wird. Ein einfacher Potentiostat in 
Kombination mit einem Pulsgenerator reicht aus. 

15 

Bei der Erfindung wird nicht - wie beim ^'normalen''' Redoxcyc- 
ling - ein stationarer Zustand eingestellt, sondern eine 
schnelle Relaxation des Konzentrationsgradienten elektroche- 
itiisch erzwungen. Dazu wird das Potenzial der Arbeitselektrode 

20 gepulst. Es bildet sich eine Dif fusionsschicht aus, deren Di- 
cke am Ende der Messperiode einen Maximalwert erreicht, der 
von der Lange der Messphase abhangt. Bei einer Messung von 
Oxidations stromen wird wahrend der Relaxationsphase ein hin- 
reichendes Reduktionspotenzial eingestellt. Die wahrend der 

25 Messphase oxidierten und noch vor der Elektrode befindlichen 
Spezies werden so wieder reduziert. Der Konzentrationsgra- 
dient und damit die Dif fusionsschicht werden abgebaut. Statt 
also wie beim Redoxcycling konstante Dif fusionsschichtdicken 
zu etablieren, wird beim erf indungsgemaJJen gepulsten Redox- 

30 cycling die Dif fusionsschicht zeitlich auf- und wieder abge- 
baut. In beiden Fallen wird dadurch eine zvimindest in ihrem 
Maximalwert begrenzte Dif fusionsschichtdicke eingestellt. 
Soli eine Reduktion beobachtet werden, so muss wahrend der 
Messphase das Reduktionspotenzial und wahrend der Relaxati- 

35 onsphase das entsprechende Oxidationspotenzial eingestellt 
werden . 
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Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung ergeben sich 
aus der nachf olgenden Figurenbeschreibung von Ausfuhrungsbei- 
spielen anhand der Zeichnung in Verbindung mit den Patentan- 
spriichen- Es zeigen 

5 

Figur 1 eine graphische Darstellung des gepulsten Redox- 
cyclings mit Kennlinien ftir Pulslangen und zuge- 
horigen Konzentrations- und Signalkurven, 

Figur 2 eine graphische Darstellung der Abhangigkeit der 

10 relativen Konzentration vom Abstand der Elektro- 

den, 

Figur 3 eine graphische Darstellung des Stromes von der 

Konzentration und 
Figur 4 eine graphische Darstellung der Steigung in Ab- 

15 hangigkeit vom Potenzial wahrend der Relaxati- 

onsphase^ 

Figur 5 eine graphische Darstellung der Abhangigkeit der 

Stromdichte von der Zeit, 
Figur 6 eine Darstellung entsprechend Figur 5 ftir die Re- 
2 0 laxat ionsphase 

Figur 7 eine Darstellung entsprechend Figur 5 mit Ver- 

gleich von experimentellen und berechneten Wer- 

ten, 

Figur 8 eine graphische Darstellung der Abhangigkeit der 

25 Konzentration vom Elektrodenabstand 

Figur 9 eine Messvorrichtung fiir das gepulste Redox- 

Cycling mit einem zugehorigen Transducer-Array 
Figur 10/11 das Transducer-Array fiir die Messvorrichtung ge- 
mafi Figur 9 in der Sicht von oben und unten, und 
30 Figur 12 den Verlauf einer typischen Messung mit einer 

Messstromkurve . 

In den Figuren 1 bis 4 wird zunachst die Methodik des gepuls- 
ten Redox-Cyclings beschrieben. Dabei wird davon ausgegangen, 
35 dass die Methodik des Redox-Cyclings an sich vom Stand der 
Technik bekannt ist. AnschlielSend sind anhand der Figuren 5 
bis 8 Betrachtungen zur Genauigkeit wiedergegeben und ist 
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schlieBlich in Figur 9 eine Messvorrichtiing mit einein exem- 
plarischen Transducer- Array, dessen Struktur in den Figuren 

10 und 11 gezeigt ist, angegeben. Figur 12 gibt schliefilich 
die Verfahrensftihrung bei der Anwendung der Anordnung als 

5 DNA-Sensor wieder. 

In Figur 1" sind die unterschiedlichen Phasen wShren der Mes- 
sung gekennzeichnet . Welche die Mess- und welche die Relaxa- 
tionsphase ist, hangt davon ab, ob ein Oxidations- oder Re- 
10 dukt ions Strom gemessen werden soil. Die Pulslangen fur Oxida- 
tion und Reduktion miissen nicht gleich sein, d.h. die Zeiten 
Atox und AtRed konnen sich unterscheiden. Auch die Potenziale 
<Pojc und (pRed miissen nicht symmetrisch zum Redoxpotenzial <po der 
Spezies sein. 

15 

Die Darstellung der Figur 1 zeigt den moglichen Potenzialver- 
lauf unter Verwendung von Rechteckpulsen. Dabei sind die Po- 
tenziale <pox <pRED und die Zeiten Atox und AtRBo mit der Pulsform 

11 in willkiirlichen Einheiten aufgetragen. Die Pulsform 11 
20 mit den PulslSngen zur Oxidation und Reduktion muss nicht 

symmetrisch sein. Es ist ebenso mSglich, das gepulste Redox- 
cycling mit Dreiecksspannungskuirven oder Sinuskurven zu rea- 
•lisieren. 

25 Im Einzelnen .ist in Figur 1 die Messphase mit A und die Rela- 
xationsphase mit B bezeichnet. Neben der Potenzialkurve 11 
sind weiterhin eine Kurve 12 fiir die Konzentration des Media- 
tors der Elektrode und zusatzlich der elektrische Strom 13 
als Messsignal dargestellt. Der fiir den Prozess maBgebliche 

30 Stromwert liegt also jeweils am Ende des Relaxationsinter- 

valls vor und ist ein MaB fiir die relaxierte Kronzentration- 
sanderung . 

Bei den weiteren Betrachtungen wird davon ausgegangen, dass 
35 die Konzentration eines in seiner reduzierten Form vorliegen- 
den Molekiils gemessen werden soli. In diesem Fall ist wahrend 
der Messphase das Potenzial positiv bezogen auf das Redoxpo- 
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tenzial der Spezies. Die hochsten MessstrSme warden erreicht, 
wenn das Potenzial so weit im Positiven liegt, dass sich ein 
Diffusionsgrenzstrom einstellt. Der Strom ist dann nicht von 
der Kinetik der Redoxreaktion, sondern nur von der Diffusion 
5 begrenzt. Die zeitliche Entwicklung des Konzentrationsprofils 
der reduzierten Spezies ergibt sich aus der entsprechenden 
Losvmg der Fickschen Gesetze fiir die Diffusion in den einfach 
unendlichen Halbraum. 

10 c(t,x) = c„-erf(-^), s -> oo (2) 



Dabei bedeuten: 

c: Konzentration als Funktion von Zeit und Ort 
Coo : Konzentration in der Losung {x -> oo) 
15 erf: Fehler funktion 

D: Dif fusionskoef f izient 

s: Ausdehnung des Elektrolytraums vor der Elektrode 

In Figur 2 sind zwei Konzentrationsprofile 21 und 22 fiir eine 
20 Substanz mit dem Dif fusionskoef fizienten D = 3,6E-6 cxc?/s ge- 
zeigt. Dies entspricht dem Dif fusionskoef fizienten des Para- 
aminophenols (pAP) , an dessen Beispiel die Funktionsweise des 
gepulsten Redoxcyclings im Weiteren demonstriert werden soil. 



HO O 




NHz NH 



25 

Paraaminophenol Chinonimin 
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Nach 0,1 s hat die Dif fusions schicht eine Dicke von ca. 
25 pm. Nach 0,25 s betragt die Ausdehnung der an pAP verarm- 
ten Schicht schon 40 pm. Je dicker diese Schicht ist, desto 
longer dauert die Relaxation durch Diffusion. 

5 

Die Figur 3 zeigt die Stromdichte als Funktion der pAP-Kon- 
zentration in der Losung fiir verschiedene Pulsfolgen, die 
durch Kennlinien 31 bis 34 gekennzeichnet sind. Die Messphase 
betragt immer 0,25 s, die Relaxationsphase 0,75 s. Die Strom- 

10 messung erfolgt 0,24 s nach Beginn der Messphase. Das Oxida- 
tionspotenzial wahrend der Messphase betragt bezogen auf das 
Redoxpotenzial +200 mV. Variiert wurde das Potenzial wahrend 
der Relaxationsphase. Es niitimt Werte zwischen -300 mV und 
0 mV bezogen auf das Redoxpotenzial ein. Im Einzelnen ist 

15 q)Eed/<Pox bei Kennlinie 31 -300 mV/200 itiV, 
bei Kennlinie 32 -200 mV/200 mV, 
bei Kennlinie 33 -100 mV/200 mV 
und bei Kennlinie 34 0 inV/200 mV. 

Es ergeben sich bei diesen Parametern unterschiedliche Stei- 
20 giangen der Stromdichte 5 in ihrer funktionalen Abhangigkeit 
von der Konzentratidn pAP. 

Die Steigung der Stromdichte mit der pAP-Konzent ration, also 
die Empfindlichkeit der Messung, nimmt stetig mit negativer 
25 werdendem Potenzial wahrend der Relaxationsphase zu. Eine 

Auftragung der Steigung gegen das Relaxationspotenzial ent- 
sprechend Figur 4 zeigt mit der Kennlinie 41 deutlich die 
vorteilhafte Wirkxang des gepulsten Redoxcyclings . 

30 Wahrend bei einera Relaxationspotenzial von 0 V vs. (po die 

Steigung nur 4 62 Acm/mol betragt, erhoht sich dieser Wert auf 
864 Acm/mol bei -300 mV vs. <po. Diese Verdopplung beruht auf 
der verbesserten Wirkung des Redoxcyclings, weil bei einem 
Relaxationspotenzial von -300 mV vs. <po das Chinonimin vor 

35 der Elektrode vollstandig zu Paraaminophenol (pAP) reduziert 
wird. Bei einem Relaxationspotenzial von 0 V vs. q>o wird hin- 
gegen gemSB der Nernstschen Gleichung direkt vor der Elektro- 
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de ein Konzentrationsverhaltnis Paraaminophenol : Chinonimin = 
1:1 eingestellt. Das Chinonimin wird also nux teilweise wie- 
der reduziert . 

5 Die Steigerung der Empf indlichkeit ist nur ein Vorteil des 
gepulsten Redoxcyclings . Die Konstanz des Stromsignals schon 
wahrend der ersten Sekunden der Messung ist ein weiterer we- 
sentlicher Vorteil. 

10 Fur die Bestiinmung der Empfindlichkeit wurde die sich nach 
langerer Messzeit eingestellte Stromdichte eingesetzt. Bei 
der Messung von Enzymaktivitaten z.B. erfolgt die Messung 
aber so, dass die Losung zunachst noch geriihrt bzw. gepumpt 
wird. Das vom Enzym gebildete pAP wird dadurch weggespiilt und 

15 es stent sich ein konstanter Grundstrom ein. Dann wird die 
Pumpe gestoppt und die ansteigende Konzentration wShrend der 
ersten Sekunden gemessen. Typische Steigungen liegen dabei in 
der GroBenordnung von 2 pA/cm^s . Ftihrt nun die Messung selbst 
zu einem Absinken des Signals, so uberlagern sich beide Ef- 

20 fekte und es wird eine zu geringe Steigung des Stromes und 

damit Enzymaktivitat gemessen. Da dieses l^sinken des Stromes 
durch den Verbrauch der Substanz aufierdem von dessen Konzen- 
tration abhangt, lasst sich dieser Effekt nicht durch Normie- 
rungen eliminieren. 

25 

Experimente mit konstanter Konzentration geben Aufschluss 
uber die zeitliche Signalkonstanz . Die Konzentration betrug 
50 pM pAPf das Potenzial wahrend der Messphase +200 mV. Die 
Dauer der Messphase Betrug 250 ms, wobei die Strommessung 
30 nach 240 ms erfolgte. Das Potenzial wahrend der Relaxati- 
onsphase betrug im ersten Experiment OV vs. <po^ im zweiten 
-300 mV vs. (po- Die Dauer der Relaxationsphase wurde zwischen 
250 ms und 4,75 s variiert. 

35 In Figur 5 ist in einer graphischen Darstellung die AbhSngig- 
keit der Stromdichte j von der Zeit wiedergegeben : Es ergeben 
sich Kennlinien 51 bis 54 fiir unterschiedliche Relaxations- 

11 
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phasendauern AtRed, und zwar im Einzelnen zwischen 0,255 und 
4,755. Die Stroma fallen innerhalb der ersten 10 s der Mes- 
sung stark ab. Bei einer Lange der Relaxationsphase von 
0,25 s betragt die Abnahme 14 iiA/cm^ in 10 s. Wird die Dauer 
5 der Relaxationsphase auf 4,75 s erhoht, so erniedrigt sich 
die Abnahme des Signals auf 9 laA/cm^ in 10 s. Je ktirzer also 
die Dauer der Relaxationsphase ist, desto starker ist diese 
Abnahme des Signals mit der Zeit. Aber selbst bei langen Re- 
laxations zeit en ist die Abnahme von 0,9 pA/cm^s noch erheb- 
10 lich verglichen mit den Steigungen, die in der GroBenordnung 
2 pA/cm^s in der Anwendung gemessen werden sollen. 

Wird nun das Potenzial wahrend der Relaxationsphase auf 
-300 mV heruntergesetzt, verbessert sich die Signalkonstanz 
15 signifikant. Die ergibt sich insbesondere aus Figur 6, die 

eine Figur 5 entsprechende Darstelliang mit Kennlinien 61 bis 
64 fiir die gleichen Parameter der Relaxationsphasen AtRed 
zeigt : 

20 Bei einer Relaxations zeit von 0,25s betrSgt der Signalabfall 
noch 8 pA/cm^ in 10 s. Mit einer Relaxations zeit von 0,75 s 
betragt dieser Wert noch 2 loA/cm^ in 10 s, bei 1,75 noch 
1 \iA/cm^ in 10 s und fiir 4,75 s nur noch 0,5 pA/cm^ in 10 s. 
Schon bei einer Relaxations zeit von 0,75 s, also einer Mess- 

25 frequenz von 1 Hz, und einem Relaxationspotenzial von -300 mV 
betragt der Signalabfall und darait auch der Fehler nur noch 
ca. 1 % vom erwarteten Messwert. 



30 



35 



Die Experimente zeigen den Einfluss von Dauer und Potenzial 
der Relaxationsphase auf das Messsignal. Weiteren Aufschluss 
uber die Wirkung des gepulsten Redoxcyclings konnen Siraulati- 
onsrechnungen geben. Dabei wird ztam einen die Stromdichte 
beim Redoxcycling berechnet zum anderen wird zum Vergleich 
die Stromdichte ohne Redoxcycling bestimmt. 

Fiir die Simulationen mit Redoxcycling wurde angenommen, dass 
der Elektrolytraum eine Dicke von 100 pm hat. Sowohl Oxidati- 
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ons- als auch Reduktionspotenzial sind so gewahlt, dass die 
Reaktion im Dif fusionsgrenzstrombereich ablauft, die Strome 
also maximal sind. Die Pulslangen sind 250 ms beim Oxidati- 
onspotenzial iind 750 ms beim Reduktionspotenzial. Bei den Be- 
5 rechnungen ohne Redoxcycling waren die Parameter gleich, bis 
auf die Tatsache, dass wahrend der Relaxationsphase kein Po- 
tenzial vorgegeben wird und iiber den Potent iostaten kein 
Strom flieBen kann. In dieser Zeit ist das System also elek- 
trochemisch entkoppelt. 

10 

Der Vergleich der Simulationsdaten erfolgt mit den experimen- 
tellen Ergebnissen fur die entsprechenden Pulslangen und die 
Potenziale <pox = +200 mV und (pned = "300 mV. Diese Potenzial- 
grenzen entsprechen am ehesten den Vorgaben fur die Simulati- 
15 on. Die y-Achsenabschnitte der Simulationsdaten wurden den 
experimentellen Ergebnissen angepasst. 

Die Figur 7 zeigt eine gute fJbereinstiramung von Experiment 
und Simulation fur das gepulste Redoxcycling, wobei 71 die 

20 gemessenen Werte und 72 die gerechneten Kennlinien darstel- 
len. Der Abfall der Stromdichte ist unter diesen Bedingungen 
mit 2 \A/cxs? in 4 s gering. Ohne Redoxcycling hingegen be- 
tragt der Stromdichteabf all wahrend der ersten 4 s schon 12 
ViA/cm^r was durch die Kennlinie 73 verdeutlicht ist Dazwi- 

25 schen liegen die Ergebnisse fur ein gepulstes Redoxcycling 

mit Potentiostatierung wahrend der Relaxationsphase beim Re- 
doxpotenzialr was durch Kennlinie 74 wiedergegeben ist. 

Die Verbesserung der Signalkonstanz um den Faktor 6 lasst 
30 sich direkt auf die Konzentrationsprof ile zuriickfiihren. Die 

folgende Abbildung zeigt die berechneten Konzentrationsprof i- 
le von pAP als Funktion des Abstandes von der Elektrode wie 
sie sich am Ende der 5. Relaxationsphase darstellen. 

35 Beim gepulsten Redoxcycling wird wahrend der Relaxationsphase 
das vorher gebildete Oxidationsprodukt wieder reduziert. In 
Folge ist die Konzentration an pAP direkt vor der Elektrode 
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am Ende der Relaxationsphase wieder auf den urspriinglichen 
Wert Coo angestiegen- Welter von der Elektrode entfernt ist 
die Konzentration nur leicht erniedrigt. Ohne Redoxcycling 
hingegen betragt die Konzentration vor der Elektrode unmit- 
5 telbar vor der nachsten Messphase nur noch 38 %. Auch welter 
entfernt von der Elektrode ist die Konzentration deutlich ab- 
gesenkt • 

Letzteres erglbt sich im Einzelnen aus Flgur 8 mit Kennlinien 
10 81 und 82: Dabei entspricht das Beispiel entsprechend Kennli- 
nie 82 ftir eine Messung ohne Redoxcycling in der Praxis der 
Messung der Konzentration einer Siibstanz, die zwar oxidiert 
werden kann^ deren Oxidationsprodukte aber nicht wieder redu- 
zierbar sind- Analoges ware auch der Fall bei einer Substanz, 
15 die reduziertr deren Reduktionsprodukte aber nicht wieder 
oxidiert werden konne. Im Fall eines biochemischen Sensors 
konnte das z. B. Naphthol sein, das wie auch das pAP bei ei- 
ner enzymatischen Reaktion freigesetzt werden kann. 

20 Aus der Figur 9 ist die Messvorrichtung im Einzelnen ersicht- 
lich: Aufier durch ein Transducerarray 100,. das anhand der Fi- 
guren 10 und 11 noch im Einzelnen beschrieben wird, wird die 
Messvorrichtung im Wesentlichen durch einen geeigneten Poten- 
tiostaten 5 in Kombination mit einem Pulsgenerator 6 reali- 

25 siert^ der optional Rechteck-^ Dreieck- oder Sinuspulse lie- 
fert. Durch zwei Operationsverstarker 7 bzw. 7\ von denen 
einer mit Groundpotenzial verbunden ist und einem definierten 
Messwiderstand 8 wird der Potentiostat 5 derart konzipiert^ 
dass geeignete Potenziale bereitgestellt werden. Dabei konnen 

30 die Pulslange^ die Wiederholrate und die Hohe des Potenzials 
vorgegeben werden. Insbesondere die Pulslangen der Messphasen 
und die Relaxationsphasen konnen separat eingestellt werden 
und unterschiedlich lang sein. Auch die Potenziale konnen un- 
terschiedlich groB sein- 

35 

Dem Transducerarray 100 sind einzelne Elektroden zugeordnet, 
die bestimmungsgemafi eine Referenzelektrode RE {= reference 
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electrode) , eine Gegenelektrode CE (= counter electrode) und 
wenigstens eine Messelektrode WE working electrode) reali- 
sieren. Diese Elektroden sind als Drei-Elektrodenanordnung 
mit dem Potentiostaten 5 verbunden. Das Signal des Potenti- 
5 ostaten 5 wird an eine in Figur 9 nicht im Einzelnen darge- 
stellte Signalverarbeitungseinheit angeschlossen^ mit welcher 
eine Auswertung \inter Beriicksichtigung obiger Ausfiihrungen 
zur Messmethodik und Genauigkeit erfolgt. Im Allgemeinen er- 
gibt sich der in Figur 9 als lout dargestellte Signalverlauf 
10 zur Auswertung. 

In den Figuren 10/11 ist das Transducerarray 100 als Tail der 
Messvorrichtung wiedergegeben,. das planar und flexibel ist 
sowie insbesondere kostengiinstig herzustellen ist, Wesentlich 

15 ist dabeir dass nunmehr fur das gepulste Redoxcycling mit ei- 
nem vereinf achten Transducer-Array 100 games sen warden kann. 
Die Figuren 10 und 11 zeigen die Ober- und Unterseite des 
Trans ducerarr ays 100 - bestehend aus einem Metallsubstrat 1 
xind einer Isolatorschicht 2, Auf der Oberseite sind bei- 

20 spielsweise kreisfoirmige Vertiefungen 3ir die als Kavitaten 
bezeichnet werden^ dargestellt. Die Kavitaten 3i entstehen 
durch die Strukturierung des Isolators 2. Auf dem Grund der 
Vertiefungen 3i liegt die Oberseite des Metallsubstrats frei 
und bildet einen Messptinkt, sofern ein Analyt aufgebracht 

25 ist. 

Die Darstellung der Rtickseite zeigt durch Striche eine Struk- 
turierung und damit eine Auftrennung des Metallsubstrats 1 in 
voneinander isolierte Telle. Jede Metallinsel korrespondiert 

30 mit einer Vertiefung 31 auf der Vorderseite . Durch Punkte 
sind die moglichen Kontaktstellen fur eine sog. Nadelkarte 
zur vereinfachten elektrischen Kontaktierung der Metallfla- 
Chen angedeutet. Wesentlich ist dabei, dass mehrere Metallin- 
seln^ vorzugsweise drei, mit einem Analyten einen Sensor de- 

35 finieren und mit den zugehorigen Elektroden 15^ d.h. eine 

Messelektrode WE, eine Gegenelektrode GE und eine Referenz- 
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elektrode RE zur Durchfuhrung von elektrochemlschen Messun- 
gen geeignet sind. 

Weitere spezifische Elektrodenanordnungen sind in einer pa- 
5 rallelen Anineldung der Anmelderin mit gleicher Anineldepriori- 
tat und der Bezeichnung "Elektrochemisches Transducer-Array 
und dessen Verwendung" beschrieben. 

Mit einer Anordnung gemSB Figur 9 und einem Transducer-Array 
10 100 gemaJB Figur 10/11 wird beispielhaft ein biochemischer 

Sensor zur DNA-Analyse realisiert: Es wird das anhand der Fi- 
guren 10/11 beschriebene Transducer-Array 100 aus einer Me- 
tallschicht und einer damit verbundenen Isolatorschicht mit 
Kavitaten 3i eingesetzt. Der Durchmesser der Kavitaten 3i be- 
15 tragt 0,8 mm, die Tiefe 90 pm und der Abstand zwischen zwei 
benachbarten Elektroden Iram. Die Elektrodenoberf lachen sind 
mit einer 2,3 pm dicken Goldschicht bedeckt. 

Insgesamt besteht fiir diesen Anwendungszweck die Sensoranord- 
20 nung aus vier Elektroden. Eine der Elektroden ist als Refe- 

renzelektrode mit einer Silber/Silberchlorid (Ag/AgCl) -Schicht 
belegt, eine andere Elektrode wird als Gegenelektrode CE ver- 
wendet und die zwei weiteren Elektroden dienen als Messelek- 
troden WE. 

25 

Auf einer der Messelektroden wird eine synthetische Oligo- 
nukleotidsequenz der Lange 25 mittels einer endstandigen Thi- 
olgruppe an der Goldoberf lache als Positivprobe verankert. 
Die zweite Messelektrode bleibt als Negativprobe f rei . Dann 

30 wurden beide Oberf lachen mit einer Losung von 1 mg Rinderse- 
rumalbumin pro ml 15 Minuten inkubiert und anschliefiend das 
Sensorarray in einen 100 pm tiefen Durchf lusskanal einge- 
setzt. Zunachst werden 10 pi einer 10 pM biotinilierten Ziel- 
sequenz innerhalb von ca. 5 Minuten iiber die Elektroden ge- 

35 pumpt. Dann wird nach einem Waschschritt eine Losung von 

Streptavidin markierter alkalischer Phosphatase daruber gege- 
ben. Das Waschen erfolgt mit einer Pufferlosung von 100 mM 
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Tris {hy<iroxymethyl)aininomethan titriert auf pH 8 mit Salzsau- 
re^ 130 niM NaCl- Nach abermallgem Waschen wird eine 2 mM L6- 
sung des Enzymsiobstrats Paraaininophenylphosphat (pAPP) in der 
Pufferlosung uber das Sensorarray gepumpt. Bei Anwesenheit 
des Enzyms alkalische Phosphatase wird das Enzymsubstrat pAPP 
zu Paraaminophenol (pAP) umgesetzt. 

Referenzelektrode RE^ Gegenelektrode CE und jeweils eine der 
beiden Messelektroden WE sind jeweils in einer Dreielektro- 
denanordnung an einen Potentiostaten angeschlossen. Die Mes- 
sung erfolgt mlttels gepulstem Redoxcycling. Wahrend der 
Messphase wird das vom Enzym gebildete Paraaminophenol zu 
Chinonimin oxidiert. Das Oxidationspotenzial <Pox betragt 
+200 mV vs. cp*'. In der Relaxatiionsphase wird das gebildete 
Chinonimin wieder zu Paraaminophenol reduziert bei <pRed = 
-200 raV. Die Pulslange der Messphase betragt 250 ms, die der 
Relaxationsphase 750 ms. Die Strommessung erfolgt 240 ms nach 
Beginn der Messphase. 

Zu Beginn des Experiments ist die Positivprobe, also die 
Elektrode mit der Fangersequenz angeschlossen. Die Losung mit 
dem Enzymsubstrat fliefit - durch eine Purope gefordert - zu- 
nachst iiber die Negativprobe und dann iiber die Positivprobe . 
Durch die FlieBbewegung wird von dem Enzym gebildetes pAP von 
den Elektroden weggespiilt^ so dass bei eingeschalteter Pumpe 
der Strom konstant und gering ist. Wird nun die Pumpe ge- 
stoppt steigt die pAP-Konzentration durch die Enzymaktivitat 
mit der Zeit an. In der Messung zeigt sich dies durch einen 
starken Anstieg des Stromsignals mit 20 nA/s. Wird die Piampe 
wieder eingeschaltet, so sinkt das Signal wieder auf den ur- 
spriinglichen Wert. Dieser Vorgang kann beliebig oft wieder- 
holt werden. 

Die Figur 12 zeigt den zeitlichen Stromverlauf bei Pumpe 
''on''/''stopp" an der beschriebenen Sensoranordnung mit positi- 
ver und negativer Probe: Die Kennlinie 121 zeigt den Verlauf 
des Piampenstroms . Es ergibt sich fiir das Experiment ein spe- 



17 



wo 2005/073708 PCT/EP2005/050333 



zifischer Verlauf mit einzelnen Peaks, wobei Parameter die 
Aktivierung der Pumpe einerseits ("stopp''/"on") und das Um- 
schalten der Messelektroden andererseits ist. Der interessie- 
rende Messbereich ist jeweils strichliert unterlegt. Bei t = 
5 400 s wurde auf die Negativprobe umgeschaltet . Hi6r sinkt der 
Strom beim Stoppen der Pumpe zunSchst, bleibt dann kurze Zeit 
konstant und steigt dann langsam an. Dieser Anstieg wird 
durch die Diffusion von pAP von der positiven zur negativen 
Probe hin verursacht. Bei Pvimpe "on" kommt ein Peakstrom hin- 
10 zu, da der Elektrolyt zunachst von der positiven zur negati- 
ven Probe fliefit und damit eine erhohte pAP-Konzentration zur 
benachbarten Elektrode transportiert . Insgesamt ist die Dis- 
kriminierung von positiver und negativer Probe sehr gut. 

15 In einer alternativen Messanordnung wird statt des freitra- 

genden und flexiblen Transducer-Arrays entsprechend den Figu- 
ren 9 bis 11 ein Transducer-Array in Dtinnfilmtechnologie auf 
einem starren Substrat verwendet. Dabei sind flSchige Elek- 
troden vorhanden, die eine Ausdehnung haben, die grSfier als 

20 die Diffusionslange ist. Eine typische Dif fusionslange be- 
tragt ftir das oben angegebene Beispiel 25 pm, so dass die 
flachigen Elektroden eine Ausdehnung ^ 30 ymi, vorzugsweise 
^ 50 pm, haben. 

25 Das starre Substrat ist insbesondere Silizivun, das vorzugs- 
weise mit einer Isolatorschicht versehen ist. 

Auch mit derartigen Transducern, welche den Zugang zur CMOS- 
Technologie bei der Signal verarbeitung ermOglichen, ist das 
30 erfindungsgemaBe Redoxcycling durchf uhrbar . 
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Patent anspriiche 

1. verfahren zur Messung der Konzentration Oder Konzentrati- 
onsanderung einer redoxaktiven Substanz als Mediator in einem 

5 molekularbiologischen Detektionssystem, bei dem durch Anlegen 
geeigneter Potenziale an einer Arbeit selekt rode ein Redukti- 
onsvorgang oder ein Oxidationsvorgang als Redoxreaktion er- 
folgt^ mit folgenden Mafinahmen: 

- das Potenzial der Arbeit selekt rode wird gepulst und es wer- 
10 den abwechselnd Messphasen sowie Relaxationsphasen gebil- 

det/ 

- dabei werden die Messphasen-Pulslangen so gewahlt^ dass ge~ 
gen Ende des Pulses der kapazitive Strom klein gegeniiber 
dem Faraday' schen Strom ist und 

15 - es werden die Relaxationsphasen-Pulslangen so gewahlt^ dass 
gegen Ende des Pulses der Konzentrationsgradient relaxiert 
ist^ so dass zu Beginn der folgenden Messphase die Konzent- 
rationsanderung des Mediators, verursacht durch den 
Verbrauch des Mediators durch die Messung selbst, weitest- 

20 gehend riickgangig gemacht wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, .dadurch gekennzeichnet r dass 
der am Ende der Messphase gemessene Strom das Messsignal bil- 
det . 

25 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
bei Messung von Oxidationsstromen wahrend der Relaxationspha- 
se ein hinreichendes Reduktionspotenzial eingestellt wird und 
die wahrend der Messphase oxidierten und noch vor der Elek- 

30 trode befindlichen Spezies wieder reduziert werden (so ge- 
nanntes gepulst es Redoxcycling) • 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
bei einer Messung von Reduktionsstromen wShrend der Relaxati- 

35 onsphase ein hinreichendes Oxidationspotenzial eingestellt 
wird und die wahrend der Messphase reduzierten und noch vor 
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der Elektrode befindlichen Spezies wieder oxidiert warden (so 
genanntes gepulstes Redoxcycling) . 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder Anspruch 4, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dass die Wiederholrate fur das gepulste Redoxcyc- 
ling wenigstens 1/10 Hz betragt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet^ dass das gepulste Redoxcycling mit vorgebbaren 

10 Iirqpulsformeny vorzugsweise mit einem Rechteck-^ Dreieck- oder 
Sinus-Verlauf ^ durchgefiihrt wird. 

I. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Relaxationsphase wenigstens so lang 

15 ist wie die Messphase. 

8, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
die Relaxationsphase erheblich langer ist als die Messphase. 

20 9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet |. dass 

bei einer Wiederholrate von 1 Hz die PulslSngen der Messpha- 
sen 100 bis 300 ms, vorzugsweise 250 ms, und die Relaxati- 
onsphase zwischen 700 und 900 ms, vorzugsweise 750 ms, be- 
trSgt • 

25 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Potenziale derart gewahlt wer- 
den, dass die Reaktionen im Dif fusionsgrenzstrombereich ab- 
laufen . 

30 

II. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Messverf ahrens nach An- 
spruch 1 Oder einem der Anspriiche 2 bis 10, mit einer Ein- 
richtung zum Erzeugen von zeitlich vorgebbaren und verander- 
barenelektrischen Potenzialen und mit einem Transducer-Array 

35 (100) . 
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12. Vorrichtung zur nach Anspruch 11/ / dadurch gekennzeich- 
net, dass das Transducer-Array (100) aus wenigstens einem. 
flexiblen planaren Metallsubstrat (1) besteht, auf dem mih- 
destens ein flexibler Isolator (2) mit fester Verbindung von 
5 Metalloberflache und Isolatoroberf ISche angeordnet ist, wobei 
das Metallsubstrat derart strukturiert ist, dass elektrisch 
gegeneinander isolierte Metallbereiche (lOi) vorliegen^ und 
wobei der auf dem Metallsubstrat (1) befindliche Isolator (2) 
derart strukturiert ist, dass im Isolator (2) Kavitaten (3i) 
10 mit offenen Metalloberf lachen (lOli) definiert sind, wobei 

die Metallbereiche (lOi) von der der Sensorflache (lit) abge- 
wandten bzw. gegeniiberliegenden Seite (12i) kontaktierbar 
sind. 

15 13. Vorrichtung nach Anspruch 11 ^ dadurch gekennzeichnet , 

dass das Transducer-Array (100) flachige Elektroden umfasst, 
deren kleinste Ausdehnung groBer als typische Dif fusionslSn- 
gen ist . 

20 14. Vorrichtung nach Anspruch 13^ dadurch gekennzeichnet^ 

dass die flachige Elektroden eine Ausdehnung von wenigstens 
30 \xmr vorzugsweise 50 pm^ haben. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14^ dadurch gekennzeichnet ^ 

25 dass die fiachigen Elektroden in Dunnf ilmtechnologie auf ei- 
nem nichtleitenden^ starren Substrat ausgebildet sind. ( 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass das starre Substrat Silizium ist. 

30 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16^ dadurch gekennzeichnet , 
dass auf dem Substrat ein Isolator vorhanden ist. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 11,^ dadurch gekennzeichnet , 
35 dass die Einrichtung zum Erzeugen von vorgebbaren elektri- 

schen Potenzialen ein Potentiostat (5) ist. 
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19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnetf 
dass dem Potentiostaten (5) zum Erzeugen von gepulsten elek- 
trischen Potenzialen ein Pulsgenerator (6) zugeordnet ist, 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , 
dass im Potentiostaten (5) OperationsverstSrker (7, 7^) und 
ein definierter Messwiderstand (8) vorhanden sind. 
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